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最終糖化産物 （AGE） はラット培養歯髄細胞の石灰化物形成と炎症反応を
進展させる
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Advanced Glycation End-product Affects Calciﬁcation and Inﬂammation 
in Rat Dental Pulp Tissues
Yukiko NAKAJIMA
Abstract：Amorphous calcification frequently appears in dental pulp tissues of diabetic patients. 
Diffuse calcifications and pulp stones may block access to canal orifices and alter the internal 
anatomy. It has been demonstrated that careful instrumentation is required to remove pulp stones for 
the successful endodontic therapy. Dental pulp pain often appears in diabetic patients and is referred 
to as diabetic odontalgia. Diabetic pulp is generally more likely to have impaired collateral circulation 
and reduced microbicidal polymorphonuclear leucocyte activity. These disorders increase the risk 
of ischemia, infection, and necrosis; therefore, pulpal infection may be considered as anachoresis. 
However, its pathologic process has not been fully elucidated. Advanced glycation end-products (AGE) 
have been found to play a role in the progression of diabetic vascular complications and inﬂammation. 
We examined AGE-effect on the expression of calciﬁcation and inﬂammation factors using rat dental 
pulp tissues and cell cultures. Expressions of RAGE, OPN, OCN, BSP, DSPP, S100A8, S100A9, 
IL-1β, IL-6 and TNF-α mRNAs increased both in diabetic dental pulp tissues and in dental pulp 
cultures treated with AGE. ALPase activity and calcium deposition increased by the treatment with 
AGE in dental pulp cells. In the presence of anti-RAGE antibody or siRNA for RAGE, AGE did not 
increase in OPN, OCN, S100A8 or S100A9 expressions. The AGE-induced increases in OPN, OCN, 
S100A8 and S100A9 were inhibited by MAPK inhibitor. These results indicated that AGE may be 
a stimulatory factor of pathologic calciﬁcation and inﬂammation in diabetic dental pulp tissues and 
the effect is characteristic in dental pulp cells. Additionally, AGE may be associated with the RAGE-
MAPK signaling pathway.
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１．糖尿病合併症における AGE の影響
　糖尿病はインスリン作用不足に基づく慢性の高血糖状
態を来す代謝疾患である。2012年の国民健康・栄養調
査結果の推計では糖尿病と糖尿病予備軍の合計は2,050
万人にものぼり国民の５人に１人が該当する。その有病
数は前回（2007年）の推計よりも約60万人増え，今や
日本は糖尿病数世界第６位の糖尿病大国である。糖尿病
は糖尿病網膜症，糖尿病性腎症，糖尿病神経障害，動脈
硬化性疾患などの様々な合併症を引き起こし，生命予後
を著しく損なう。現在，網膜症では年間約4,000人が失
明，糖尿病性腎症により年間15,000人が透析を開始し，
糖尿病患者の約40－50％が心筋梗塞や脳梗塞で亡くなっ
ている。よって，糖尿病合併症の発症，進展のメカニズ
ムの解明は急務であるが，近年，最終糖化産物 （advanced 
glycation end-product: AGE）が大きく関係している可能
性が報告され，注目が集まっている。
　AGEはグルコースなどの還元糖とタンパク質との間
の非酵素的糖化反応（Maillard反応）の後期段階で生成
する構造体の総称である。Mailard反応は生体において
普遍的に生じており，初期段階反応物質（アマドリ化合
物）として生成する HbA1cなどは糖尿病患者の血糖コ
ントロールの優れた指標となっている。そしてこの初期
段階反応物質が不可逆的な糖化反応を経て生成したもの
が AGEである。すなわち AGEは健常者の血中にも存
在するが，糖尿病患者において生成されやすく，また有
意な増加がみとめられる。AGEの生物学的作用はその
受容体である receptor for AGE（RAGE）を介して引き起
こされることが報告されている。RAGEは細胞表面分子
である免疫グロブリンスーパーファミリーのマルチリガ
ンドリセプターメンバーであり，内皮細胞，平滑筋細
胞，単核食細胞，周皮細胞，神経細胞，心筋細胞，メサ
ンギウム細胞，肝細胞を含む多くの細胞株に発現してお
り全身に広く分布している。AGEが RAGEに結合する
とサイトカインや成長因子の産生亢進など種々の細胞応
答が引き起こされ，糖尿病血管合併症 1）やさらにはアル
ツハイマー病等の神経変性疾患 2-4），骨粗鬆症，悪性腫
瘍の発症・進展に関与するといわれている。特に糖尿
病における動脈硬化症の分野では AGE-RAGE相互作用
について研究が進んでいる。血管平滑筋細胞に AGEを
添加して培養を行うと，石灰化結節やアルカリフォス
ファターゼ（ALP）活性，オステオポンチン（OPN）の
mRNA発現の増加等の石灰化マーカーの亢進がみとめ
られた 5）。さらに，骨芽細胞や軟骨細胞への分化に関与
する Runx2やMsx2の発現の増加がみとめられた 6）。ま
た，この石灰化マーカーの増加は RAGE-MAPK（p38, 
ERK1/2）経路を介する 5）ことが報告されている。この
ことから AGEは RAGE-MAPKを介して血管平滑筋細胞
の骨芽細胞様細胞への分化を促進し，血管の能動的な
石灰化を引き起こして糖尿病における動脈硬化症発症
に寄与する可能性が示された。また，AGEの添加によ
り血管外膜線維芽細胞や神経膠細胞，骨芽細胞などで
RAGE-MAPK-NF-κBを介して S100A8/A9，IL-1β，IL-6，
IL-8，TNF-αなどの炎症性マーカーの発現が亢進する
ことなども報告されている 7-9）。一方，ヒト骨芽細胞で
は AGEの添加によりオステオカルシン （OCN），ALP，
石灰化結節の減少 9-10），さらに破骨細胞では骨吸収窩や
TRAP陽性細胞の増加など石灰化を抑制する作用が報告
されており 11），骨粗鬆症や慢性歯周炎の分野で注目を集
めている。これは血管平滑筋細胞への石灰化促進作用
とは逆の作用であるが，シグナル経路としては両者と
もに RAGE-MAPKが関与していることが報告されてい
る 12-13）。このような AGEの組織特異的な作用の違いは
依然解明されていないのが現状である。
２．糖尿病歯髄の病態
　糖尿病は口腔内の疾患とも密接に関わっている。糖尿
病の第６の合併症である歯周病をはじめ，糖尿病患者の
歯髄腔内には高頻度で石灰化物がみとめられることがわ
かっており，原因不明の歯痛と関連しているといわれて
いる 14）。歯髄組織の石灰化はよくみとめられる疾患で，
全体の50％に存在するといわれている 14）。332本の永久
歯を組織学的に調べると歯髄結石の出現率は10－30歳で
15％，31－51歳で44％，52－72歳で65％と，加齢に従っ
てその数を増す 15）。また，歯髄結石の生成は加齢だけ
ではなく糖尿病 16）や血管疾患 17），Saethre-Chotzen症候
群，Ehlers-Danlos症候群 18）等の全身疾患とも関連して
いるといわれている。特に糖尿病患者では歯髄結石ばか
りか，根尖性歯周炎の発現頻度が上昇することが報告さ
れている 16, 19-21）。これは歯髄結石が根管内の解剖学的構
造の物理的障壁になる 15, 18）ことで虚血状態を引き起こ
すことが関係していると考えられる。また，歯髄結石は
歯内療法時の物理的障害となることで処置に困難をきた
し 18），予後不良をひきおこす大きな要因となる。また，
糖尿病歯髄では血管が障害された状態にあり，歯髄組織
への栄養補給や創傷治癒が妨げられている 16）。さらに多
核白血球の機能が抑制される傾向にあるため，虚血や感
染，壊死を起こしやすくなっている 16）。これにより他の
病変部から血中にのって細菌やウイルスなどが歯髄に運
ばれると，容易に感染を起こしてアナコレーシスを引き
起こす可能性がある 16）。このように糖尿病における歯髄
は易感染状態であり，感染後の処置も非常に困難である
ことが問題となっている。
　我々の研究室ではこれまでに糖尿病ラットの歯髄組織
に多数の歯髄結石や象牙前質の肥厚など石灰化が亢進し
ていることを確認した。また，その周囲で骨基質タンパ
ク質のひとつであるオステオポンチン（OPN）の発現が
上昇していることを報告した 19）。さらに60週齢の糖尿
病ラットの歯髄組織には有意に炎症性細胞浸潤がみとめ
られた。しかしこのような糖尿病歯髄の病態やそのメカ
ニズムについては，わかっていることが少ないのが現状
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である。
３．糖尿病歯髄における AGE の影響
　以上のことから考えると糖尿病歯髄を解明するために
は AGEが重要な物質であることがわかる。糖尿病歯髄
組織を AGEとの関連から検証した例は今までになく，
もしこのメカニズムを解明できれば歯髄の病態解明の大
きな知見となるばかりか，AGEが関連する他の全身疾
患の治療創薬の一助となる可能性を秘めている。そこ
で，我々は AGEが歯髄の病的石灰化と炎症反応に影響
を及ぼすかどうかを検証することを目的として in vivo，
in vitroにおいて実験を行った。まず，in vivoでは糖尿
病ラットと健常ラットの歯髄組織を用いて RAGEや石
灰化関連マーカー，炎症反応関連マーカーの mRNA発
現を比較した。その結果，糖尿病ラットの歯髄組織にお
いて RAGE，OPN，OCN，骨シアロタンパク質（BSP），
象牙質シアロリン蛋白質（DSPP）の mRNA発現の有意
な増加がみとめられた 20）。また，S100A8，S100A9，IL-
1β，IL-6，TNF-α等の炎症反応関連マーカーの mRNA発
現の有意な増加をみとめた 21）。このことから糖尿病ラッ
トの歯髄組織では RAGEの発現量が増加するとともに，
石灰化と炎症反応が引き起こされていることが示唆され
た。また，血漿中と歯髄組織内の AGE量を ELISAにて
定量したところ，健常ラットと比較して糖尿病ラット
では血漿中で1.4倍，歯髄組織内では2.5倍の値を示し
た 21）。次にラット培養歯髄細胞の石灰化誘導能と炎症反
応に及ぼす AGEの影響を in vitroで調べた。ラット培養
歯髄細胞に AGEを添加して培養を継続すると，１－２
週目でアルカリフォスファターゼ（ALP）活性の有意な
上昇，３週目では石灰化結節の形成量の有意な増加がみ
とめられた 20）。mRNA発現においても，RAGE，OPN，
OCN，BSP，DSPPや S100A8，S100A9，IL-1β，IL-6，
TNF-αの発現量の有意な増加をみとめた 20-21）。このこと
から AGEは歯髄細胞の RAGEの発現量を増加するとと
もに，石灰化と炎症反応を亢進させることが示された。
さらにそのメカニズムを検証するために RAGEに対す
る siRNAや抗 RAGE抗体，各種 mitogen-activated protein 
kinase （MAPK）阻害剤（PD98059, SB203580, SP600125）
を用いて AGEの作用機序を in vitroで調べた。その結果
OPNと S100A8は RAGE及びMAPK経路のうち p38を
介して，OCNと S100A9は RAGE及びMAPK経路のう
ち ERK1/2を介して発現が上昇することを示した 21）。つ
まり AGEは歯髄細胞において RAGE-MAPK経路を介し
て石灰化と炎症反応を亢進することが示された。以上の
結果から，糖尿病の歯髄組織では AGE誘導性に病的石
灰化および炎症反応亢進が引き起こされており，さらに
これは RAGE-MAPK経路を介している可能性が示され
た。
　糖尿病歯髄における病態についてはいまだに不明な
点が多いが，今回 AGEとの関連に注目することで新た
な知見が得られた。今後は，病的石灰化を引き起こす
由来細胞の同定やMAPK経路の下流の転写因子の解析，
AGE阻害薬が病的石灰化や炎症反応を抑制しうるかな
どを調べる必要があると考えられる。これらのアプロー
チを通して，糖尿病歯髄の病態を解明することができれ
ば糖尿病歯髄のみならず AGEが関連する様々な糖尿病
合併症の新しい予防・治療法の開発につながると期待さ
れる。
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